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氏　　　名
きせ　かずよし
黄瀬　一慶
学位論文題目
TeratogenicE飴ctSOfBis－diamineontheDevelopingCardiacConduction
SyStem
㊥iS・diamineが刺激伝導系の発達に与える影響）
目的：先天性心疾患にはしばしば不整脈が合併することが知られている。円錐動脈幹奇形も
不整脈を伴う心奇形の一つである。筆者らは妊娠ラットにbis・diamineを投与することで、
その胎仔に円錐動脈幹奇形を作成し、円錐動脈幹奇形における不整脈の発生機序を解明する
目的で、この動物モデルの刺激伝導系の発生について形態学的に検討した。
方法：受精後10．5日のWistar系母ラットにbiB・diamine200mgを経口投与し、受精後11．5
日から15．5日に胎仔を摘出した。胎仔を2％パラホルムアルデヒドで固定後、ゼラチンある
いはパラフィンで包埋した。ゼラチン包埋した胎仔の標本からは厚さ25〃mの連続切片を作
成し、抗HNK・1抗体，抗connexin40抗体を用いて免疫組織染色を行うとともに、刺激伝導
系周囲のTUNEL陽性細胞の分布についても共焦点レーザー顕微鏡下で観察した。HNK－1、
connexin40については、抗HNK・1抗体、抗connexin40抗体を用いて二重染色を行った。
TUNEL陽性細胞についてはHNK－1との二重染色を行い、心室中隔の刺激伝導系周辺の単
位体積（100〟mXlOO〟mXlOO〟m）あたりのTUNEL陽性細胞数を計測し、統計学的に評価
した。パラフィン包埋した標本からは厚さ5〃mの連続切片を作成し、抗connexh43抗体を
用いて免疫組織染色後、光学療微鏡下に観察した。コントロール群についても同様の操作を
行ない、比較検討した。
結果：HNK－1陽性細胞はコントロール群、bi＄・diamine投与群とも受精後11．5日胚佃D11．5）
から心室中隔周辺に認められた。一方、COnneXin40陽性細胞は、コントロール群ではED13．5
に心室中隔から肉柱部にかけてHis束と脚に一致して連鎖状に認められたが、bi針diamine
投与群ではED14．5で同部分に断続的に確認できる程度であった。COnneXin43の労作心筋内
での発現もED13．5のbiS・diamine投与群では、コントロール群に比べ発現が低下していた。
またコントロール群の抗HNK－1抗体と抗connexin40抗体の二重染色では、ED11．5では
HNK－1陽性細胞はわずかにconnexi40を発現しているのみであったが、ED13．5ではHNK・1
陽性細胞が顕著にconnexin40を発現していた。心室中隔周辺のTUNEL陽性細胞はコント
ロール群ではED12．5、biSqdiamine投与群ではED13．5に最も多く認められた。
（備考）1，論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2千字
種度でタイプ等で印字すること。
2．※印の欄には記入しないこと。
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TUNEL陽性細胞が最も多く発現する時の単位体積あたりのTUNEL陽性細胞数は
bi8－diamine投与群では、コントロール群に比べ有意に少なかった（p＜0．05）。またこれら
のTUNEL’陽性細胞はHNK－1陰性であったが、Vimentinおよびalpha－SmOOthmuscleactin
（α・SMA）は陽性で、myO丘broblastに一致した性状を示していた。
考察；biB・diamine投与群においてconnexin40、COnneXin43の発現が低下していたことから
bis－diamineはギャップ結合蛋白の発達を阻害することが明らかになったが、これは刺激伝導
系に特異的ではなく、bis－dimineが心筋細胞全体の増殖、成長を抑制したことによる二次的
な結果と考えられた。一方、HNK・1の発現に串いて両群間で大きな差を認めなかった。
HNK・1と00nneXh40の二重染色からHNK－1は刺激伝導系の原基となる細胞に発現してい
ると考えられたが、HNK－1の発現において両群で差がないことは刺激伝導系の原基が
bis・diamnie投与以前に既に完成していることを示唆していると考えられた。つまり、
bis－diamineは刺激伝導系の原基の形態形成そのものには影響を及ぼさないと考えられた。ま
た、コントロール群においてTUNEL陽性細胞は、刺激伝導系の原基と考えられるHNK・1陽
性細胞周辺に分布し、myO丘broblastと一致した性質を持っていることから、刺激伝導系の発
生において刺激伝導系周囲の線維化を促進することで伝導系そのものと周囲との境界を形成
している可能性が示唆された。bisTdiamine投与群では、TUNEL陽性細胞数が減少してお
り、bis－diamineが心筋全体の増殖、成長を抑制していることと関係があると考えられた。本
研究から、円錐動脈幹奇形における不整脈発生の機序は、刺激伝導系の形態学的異常そのも
のよりも、刺激伝導系細胞間のギャップ結合蛋白の発達の遅れによる刺激伝導系の未熟性に
よることが示唆された。
結論：biSTdiamine投与ラット胎仔の心臓では、ギャップ結合蛋白の正常な発達及び刺激伝導
系組織周囲でのmyo丘bloblastのアポトーシスが阻害されていることが明らかになったが、
これはbis－diamineが心筋細胞の増殖、成長を抑制した締異であると考えられた。
別紙様式8（課程・論文博士共用）
学位論文審査の結果の要旨
整理番号 黄瀬　一慶
（学位論文審査の結果の要旨）
円錐動脈幹奇形である総動脈幹症やFallot四徴症では房室ブロック等の不整脈を伴うことが
知られている．本論文はbis－diamineを妊娠ラットに投与して胎仔に円錐動脈幹奇形を誘発
し，それに伴う不整脈発生機転を形態学的に検討したものである．正常群と比較すると　bis－
diamine投与群では，心臓の刺激伝導系の原基と考えられるhumannaturalkillel・（HNK）－1陽性
細胞の発現には差はなかったが，COnneXin40およびconnexin43の発現が大きく低下してい
た．この結果により，円錐動脈幹奇形に伴う房室ブロック等の伝導障害の発生にギャップ結
合蛋白の発現低下が関与している可能性が示唆された．一方，TUNEL陽性細胞（アポトー
シス細胞）はmyo石broblastの性状を示しHNK－1陽性細胞周辺に分布していたことから，刺
激伝導系とその周囲との境界形成に関与すると考えられた．bis－diamine投与群では心室中隔
周辺のTUNEL陽性細胞数が有意に減少しており，bis－diamine投与により心筋全体の増殖・
成長が抑制されていることと関連している可能性が考えられた．
以上のように，本研究は円錐動脈幹奇形に伴う不整脈の発生機転に関して新しい知見を示
したものであり，博士（医学）の学位論文に値するものと認められた．
（平成17年　8月31日）
